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De uitvindinq betroft ©en vorkwiize vcon de 
n er e i d i r. q v-^r. n r p : c i 1 1 1 n e va a r b i 6 - a n\ i n o p 9 n i c i 1 1 i n e 
LU\:r ;t: APA; wcicr nr^^eivorpen aan eon on:! yr\a t i he 
dcylerinqsieact. io rriet. bohulp van oe:i 

f f:?ny Iglyc 1 neder i vaa t vaarbi j de i.ctale ccncentratie van 
m hPt : eac t. i emengso i aanvezigo 6--APA plv:s amp i c i 1 I i no 
cjTOtei m dan 2bD de concentratio 6-APA in 

oplossing lagor dan 3 00 rr.M vordt gehouden on de 
toeg^^paste molaire veihouding acyler ingsmiddel tot: 
6-APA kleinor is dan 2,5. 

concent I, at ie 6-APA in opgeloste vorrri in 
hot: react iemongsel aanvezig, kan op diverse naniGren 
j-aag woraen gehoviaon, iien mogelijkheid uiw dt^ 
concentratie opgolost 6-APA laag te houden is slechts 
9Gn deel van de totale hoeveelheid 6-APA voorleggen en 
do rest doseron tijdens de reactio. Dij voorkour voidt 
de totale hoevoolheid 6-APA vooigelogd aan het begin 
van de react ie. Fen qeschikt.e methodo cm toch een lage 
concentratie opgolost 6-APA te bereikon bijvoorboeld 
door de pH op een lagore waardo te houden vorqeleken 
met de pH-vaardo waarbij ocn maximalo oplcsbaar hoi d van 
de reactanton woidt beroi.kt, door Givoor t.e zoigen dat 
■;io concentratie van het f ony I glyc i node t i vaa t laag vordt 
gonouden, bijvoorbeeid door het f eny 1 gl yc inedor 1 vaa t 

e d e e i ' e ^ i J k i n d e i c o p ' / a n d e r e a c t i e t e doseron, 
b 1 c o r b e e i d in d e v o r van een z o u t e r v a n , b i ; c c r k e u r 
net zont van. FGA en een r.ineraal zuur , Op dece vijze \s 
het n a o 1 i 3 k o e n v c u d i g rr.o g e 1 i j k oi^- via hot constant, 
nouden van do pK een optiTnale dosermg van het FGA te 
bever ks r.el 1 1 gen . Bi] voorkeur wordt FGA.\/2]:i2SC^ 


WE RKVnjZr: VO O:^. DE B^REini NG VAN ^ v g : c I LLIN E 

beroialng van arrp i c i i 1 i waarbi: 6 -aminoper i c i 11 : ro- 
zuur (6 -A? A) vardt ondervorpen aan een enz yrna 1 1 c h© 
acyler ingi5r eact". i 9 niot behulp van oen 

f enylqlycinodeiivaat vri^rbij do totale c oncen t r a t i e van 
in hot, react lon^Gngsol aanvGziqe 6-APA plus an^picillme 
groter is dan 25 0 nn.M , de concentralie 6-APA in 
oplo^^sinq lagor dan 300 run vordt gehonden en de 
toegepaste molaire verhouding acyler ingsm i ddel tot. 
6-APA kiGiner is dan 2,b, 

lactandec ivaten, waaronder ampicillinG beschreven via 

enzymatische acyleiing van een 1 ac t amkor n , 

bi:) voorbeold 6-APA, bij hoge c oncent r a t 1 es van 

acy 1 ingsini ddel plus g-lac tamder i vaa t , De concontratie 

2G van de 6- 1 ac: t amk g r n vordt rolatief iaaq gehoudGn. Uit 
do voorbeelden valr, af te leiden da i bij hogo moLaire 
vorhoudinq ac yl or i nqsmi ddol tot a c t amkor n , hoge 
convoryies vjrden go c eai i soor d , tervijl bij laqore 
lUGlai::^ vorhoudinq a 0 y 1 e r i n qsin i ddel tot 3-l^ctamkern do 

25 oonvcrsio boduidond iager :s. Ken nadeel van hot 
t.oopassen van eon hoge rriolaire verh^uding 
acylo^ :ngsmi ddel tor. (S - 1 ac t amk e : n is dat ton qovclge 
van cp*. redendo nydrolyGe van hot acy 1 o r i ngsmi ddo I , 
grot:o hoeveo : heden acyler inqsrraddel verlcron qaan. 

3C Bovffndior. is gobleken dat de cpvoikinq van axpicillme 
borroeili:kt vcrd^. , :lccz':\3- Gen rolatiot aicte 
hcoveelho—: D-f onvlglyo ! no ten op-ichto van arpionime 
aanvo/. ig is m hot na de on?, y:-a t i 5^ c he a c y 1 er i ngs r oa c 1 1 e 
verkroqon r cac t i emonqsel , vaardoor oen kloinere 

2- hoeveo:he9id airpi c i 1 1 i ne kan vorden qeiso^oetd. 


1^ o b 1 e k e IS d a h i 
hcqo ccnvorsie in hf}t crcce: 


n 8 1 b 9 h a 1 © n */ d r * f? o ; 
oct bo: ana :s de 


v-n qroct t 

:oict:ie b: i hoqe c oncenr i a 1 1 , au?^ oo>: bi ' ncqo 
c nnc ont I a t: 1 e S-": ;ict an^kor n , te kjnnen nitvoeron. 

I r VO - A - 9 6 ,/ C' 2 6 6 3 w o i d 1. c c n p r o c e s b e s c r i r. e v o n 
wa.a:in dp enzyT.a t ischn^ aoyler inqsr eacl ie vdn \l- 
Idc tamker nen bi^ eon constanie concent rat ie van 
reactanten vordt uitgevoord* In het hier beschrevon 
zonr.inu pieces wordt een zo hoog mogelijk. 
c on-^ent l ar. i n i veau va n b*^ i de r eac t ant on nages r. r oef d . 

Gebieken is dat vanneer: de beroiding van 
ampicilline wotdt uitgevoeid bij hoge concentratio 6 
A?A. er toch slechts een relatief laqe converf^ie weid 
bGr»:?ikt, VGrgeLeken m^-t conversion die konden vorden 
beroikt in do bereiding van andere 6-1 ac t amder i va t en , 
z on 1 s c e f a 1 o :< 1 ne . 

Aanvr aa gs t er heef t. nu ver r a s s ende r v i ] zo 
govonden cat door orv^oi te zorgon dar do c one ent. r a L i. *j 
6 ^' ^ P A i n c p q e 1 o s t o v o :: m a a n v •? z i q i n b. e t r e a c t i e ine n g e 1 
:* 1 t i e f 1 -i a w o r d t . q ri o \i den, o o n b. o g e r o c 3 v e r s i e k o r^i 
vol don bo:eikt. ; dan wannoor ^ie concent ratio opqelost 6 
A r /\ 7. 0 h o o g iTvo g G 1 i 1 k v e r d g e k o e n . 3d v a n d i e is 
7Cbieken dat de roerbaarheid van hoi teact lomongs^I 


a a n 


K noter va^; vanneer do conzontratie cc'CJoloGt 

vo 1' i.i c e b o n d t{' n 
d n d 0 1' c o n v o r s i f? v o r d : n b. e t k a :i i: v a n d o z o 
•jitvinding verstaan de z:olaice vorbo:;dino ."lovor: ' 
az^o i 0 1 1 : no tot 
De 

n o ^ \^ e e : h o i d 6 - A PA 1 n t '.on per kg r e a c t i or. o n g s e 1 ; d o 
totalo concent r a t i e . opqolost on niet opqolost, 6-APA 

t - 


. a a ■. 


geze" to hooveelbo : 6-APA . 
:oncentratie opooiost -f-APA vordt uitgedrukt a : .5 


o r. a z^, o i c i \ 1 i n e v o r ri t 
A^-'A pln^i arpic: : 1 :ne 
>• a 


L g o d r ^ : k t a 1 s e b o e o o : b. e i d 
; z^. o ! on p e r k ::: t c t a a ' 
: a i o r o a c t 1 ozi o n u 3 e 1 k a n n a a s t (i e 
cssir.g oon aanta: vaste stouten bovatten. 


i_;voorboc^d 6-APA, az^p i c i 1 i 1 ne , fGnylglyclnG en 
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::;e nclaire verho::ci i:;^ a c y 1 ei i ngsr i dde 1 r,ot t- 

f onyiqlycinoder ivaat g.-deeid door de tc-a^e hcGveelheid 
b toegevo^qd 6-APA uit.q-drukt in molen, i. y klem^i dan 

2,b. Bij voorkeur "ligt do molairo verhoudlnq tus.qon i,C 
on 2,0, :n het bijzondor tussen 1,2 en 1,8. 

Do onzymatische ac y L ei i nga r ea c t i e vordt bi^ 
voorkeur als batch pLoco55 nitgevoord, Desgewenst is hot 
10 ook moqelijk oni de roactie continu uit. t,o voeren 

vaatbij in line do concentratie opgolost 6-APA wordt 
get egeid , 

De tota.le concontratie 6-APA plus ampicillino 
(in opgeloste en in onopgoloste vorm) in het 

1- ^ react iemonqsel vordt in de uetkvi;jzo volqens do 

uitvindinq hoger dan 250 roM , bij voorkeur hoger dan 300 
mM, In her hijzondor hoger dan 35 0 rrjn goko:^en. 

De concentratie van opqelost 6-APA vordt 
godurende de bereidinq van amp i c i 1 1 i no in essentio 

2 0 lager dan 3 00 mM , bi^ voorkeur lager dan 2b0 
qchouden. Rij hogore concentratie van het 
acyl er ingsm i ddel kan eventuool een hoqere concont.ra t le 
opqelost 6-APA, worden gekor.on dan hij lagero 
concentratie. Bij oon hogerc concentratie van he- 

25 acyler : nqsry.iddel is de r eac 1 1 03 ne Ihe i d nanielijk hoger, 
waaidoor 6-APA slechts rolatief kort m ho 70 
concentratie m opgeloste vorm aanveziq is. 

2)e concentratie 6-APA in opgeloste vorm m 
het react i emengsoi aanvozig, kan oo diverse nanieron 

30 laag vcrden gehcuden. Pen "logel i ; khe i d or. de 

concent ratio opgolost 6-APA laag te hcuden is, slechts 
een doe: van do totalo hoeveeln-;d e-AVA voorlegqen en 
de rest dcsoren ti:::ens de reactie. Een nadeel hiorvan 
IS echter dai 6 -Ar A dan als vaste srcf meet vorden 

2- qecosecrd hetqeen prakrischo bezvaron oplovert. B : -j 
voorkeur wcrdt ddn cck de totale ho©VGe:h©id 6-APA in 



een batch procGs voorgolegd aan hot: beqin van de 
r oac t i e , vaar na gedvir ende de enzyna t i s che 
acyl er mgs react ie do c or. r ent r a t i e 6 - APA in het 
r eac t i omengsei za 1 af nsmen en d^^ concentratie 
b aa^.p i c i i 1 i nc zal toenemen. Een geschikte methode om toch 
een laqo concent i a t i e opgel ost 6 -APA te bor eiken ii^ 
bi ] V oor beeld door de pH op een lagoc e waa r de te h cud en 
ver qe I eken met de pH - waa r de waa r b i -j een max imal e 
opl osbaai hei d van de reactanten wordt bereikt, Ken 

10 bijz.onder qeschikte method© om de 6-APA concent r a t 1 e in 
opqeloste vorm laag te houden is bijvoorbeeld dooc 
ervoor te zorgen dat de con contra tie van het 
f enylglycineder ivaat laag wordt gehouden, bijvoorbeeld 
door het fenylglycinederivaat gedeeltelijk in de loop 

15 van d e r e a c 1 1 e t e d o s e r e n . 

Getaleken is namoLijk dat wanneer de 
fenylglycinederivaat, - concentratie laag wordt gehoudon, 
ei VG i n i g 6-APA in oplo.9sing gaat, zodat door dosoring 
van hot ienyl gl cy inedor ivaat , de concent rat ie 6-APA in 

2 0 opl OS i n-^ kan woi. den qe r: egel d . 

In do ( enzyma t i scho ) ac y 1 e r i nq^^ r eak t i o kan 
a 1 G dcy 1 or ingsmiddel f cnyl glyc i ne in geakt iveer do vorm 
bijvoorbeeld een amide of een ester, in het bijzcnder 
oon m^t hy ] OS t er wo r den t oeqepas t . 3 i ^ voc r keur wor d t D- 

2 S 1 eny 1 g 1 yc ineam i de { r GA ) t oegepas t . 

Ken b i ; zondor jeschi k t 9 u i tvoer mgsvor m wor dt. 
VP r k r *:^gen wannoo^ FGA vor d t t cegovcegd in de vcr m van 
een Z'^ut or van, bij voorkeur het zow*:. van FGA en een 
mmeraal r^iur , bijvcorboold FGA.HCl; FGA. 1/211^50. en 

3 0 FGA . HNO3 . vOp dez e w : j z e is het namel i 1 k G9nvoud i g 

mogelijk om via het constant houden van de pK eon 
opt imal e doser inq v^n net FGA to bewerkiitell igon. 
voor ke-::- wo^ dt FGA . : /2ll,S0^ toegopast omdat di t rout eon 
z e e r h g e o o 1 c s b a a r h 9 i d b o e i t . 
^ - '-^^ t on p e I a t uur waa r b i 3 de enzyma t i sche 

acyler mgsreakt le wo: dt uitgevoerd 1 igt meestal 1 ager 


dan 40^(:, hi; voorkeur tussgn --5 on 3h-C, L^e pH wa;^rb 
do enzyrrat i scho a ::yl er nqs : eact i e vorot uitgovceid :i 
neest.ri : tusson 5 , d on 8,0. bi j voorkeur tuosen 6 , :i en 


Als enzym kan m principo oTK enzym vord^ 
toegopa53t dat qeschikt is alf^ katalysa tor in de 
Koppel ingsceakt. : c . Oergolijke enzyrrien zijn bijvoorbeeld 
do onzymen die bekend zijn onder de algemene aanduidinq 
penicilline amidase of penicilline acylase. DorqBlijko 
enzymon zijn binvoorbeeld beschroven in J.O. Shewalo 
et. al. Process Biochemistry, Augustus 1989 p. 146-154 
en in j.G. ;bnewaiG et . al . Process Biochemistry 
International, Juni 1990, p. 97-103. Voorbeolden van 
geschikte enzymen zijn enzymen afqeleid van 
Ag^t oba c tor , in hot bijzondor Ace t obacter pas teu r i anum , 
Aero monaa ^, A lcal ig enes, in het bijz onder A lcal igonf ^s 
f a o o a 1 : s , Aphan pcla dium , j j_a c i 1 1 \i s s p , , in hot bijzondor 
Ba_cJJ 1 u s mog a t er ium , C.^pha lospo: iurr. . Fsche r i c h i a , i n 
het b i j z o n d e r Fs_c h e r. i chia co i i - Flavo ba c ter i urc. , 
^-^-^--^ ^ ' e t b 1 ^ z o n d e r Fusa r i um oyv opor_um o n 

h^usar i urn_ S olan 1 , K 1 \ ivvor a , My cQpla n a , Pr otam I n o bactior , 
IlLQie..y_s , i n het b i 3 zonder Prote us rottu a r i , Psoudo monajj^ 
en Xant homqnas_, in het bi-z onder X_an thomona$ cit r i i > 

Pi J voorkeui vordt een qo V r.rr.cb i 1 i s 00 r d enzvz^ 
toeqooast. aangezien r^.ot enzy^, dan eonvoudig 
af gesc'-'-eiden or. iiergobruikt kan vcrd>3n. Een ae s : h 1 r e 
imzr.ob : 1 1 sat 1 ot ochno: cq 1 e is b : ; v ^or boo I d besc nr oven 1 n 
EP A-222 4 62. Eon andero qoschikto techno Icgie vordt 
govornd doo: het Per^icillino q acvLase to L a\:Ticb 1 1 1 s o r: en 
op een diaqo- die oon qelercnj agons , bijvoorbeeld 
gelatine, en oon polymeor met vrije ammogr copen , 
bijvocrboold alginaat amino, chitosi^n cl 
pol yethy 1 eenim: no bevar. Daarna^yt k\\:\n^r. onzyxen 00k 
als kr ista i.li^ne ^zz^ vorden mqozet .Clecs^. 

Van de go ::mmcb i 1 1 seer do enzymon zdio 
commercieel verkri^gbaar zi:n, zi— bijvoorbGold 
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:i::c::dor r^eschlrit geblo^en he^ "scher i 


van Ronhimgor Xarnhel.:-. Gr.bH cat ondor- d« n.iar ^:;::2Vcg12= 
coiniuer c i^o 1 ver k r j, - ^baa r is, het. ge V n;ir.ob i ^ i n : do 
Penic i 1 in©--G acYl^-^t'? van Recrcordati en het 
h goinmobilisQorde Pon i c : 1 1 ihg-G dcyla5;o van Pharma 
B lot echnoi oqy Hannover . 

De r onzyinat ischG ) a cy 1 ei i nqa r eac t i e on do 
vecdere opworking van het i eac t iomenqsel vordt: in de 
prakti ]k. meestal uitgevoerd m vator , Desgevenst. kan 

10 hot react ierriGnqsel ook eon crganisch cplos.T.idde] of cen 
menqsel van organische oplosmiddelen bevatten, bi-j 
voorkeur minder dan 30 voi,%. Voorbeelden van 
organische opl osmiddelGn die kunnen worden toegepast 
zijn alcoholen met 1-7 C-atomen. bijvoorbeeld GGn 

15 monoalcohol, in hot bijzonder mohhanol of ethanol; ot-n 
diol, in tiet biizonder ethylGcnqlycol of oon triol, ir: 
het bi^znrxlet glyr. orcl* 

B i j V o o r k o u r w o i d t d e r o a c 1 1 e v i i j vo 1 
vcllodiq gestopt vanneei naqenoeg de maxima] o conveisie 

20 IS boreikt. Eon qeschikte uitvoeringsvorm cm dit te 
beieikon is hot vcriagen van do pH , bij voorkeur tot 
een waa:,de txif^oen 4,0 en 6,3, m het bi-^ondei tussen 
5,0 en b,/. Fen andero go.^^chlkte u 1 1 voe r i ngs vor m ip. hot. 
vorlagen van ds tenporatuu: van hot r eac t iemonqr.o 1 

05 zodra do maxima ic conversio is bereikt, Ook een 

combinatie van boide uit voer inqsvormen is moqeli^k. 

N a Cj a t d e r p a c t i e v r i ] vo 1 c 9 s t o p t i hi" not 
be:eiken van m.aximale conversio, is het r 9a c 1 1 emenqse 
moesta^ Qanvo^rig m do vorm van oon susponr^io .iio 

50 meerdoro vasto stoifen, b i voo r bee 1 d ampicillino, D - 
ienylglyciny en go : mmob i 1 i sooc d enzym bevar . Het 
go V mrr ob 1 1 i 5100 " de enzyr w::T dt, vanvece do 
prccei^eccnomi e , b:: voorkenr t er uggovonnen . D:t kan 
bi^vocrbeo^d geschikt worden uitgevoerd deer hel 

35 r eac t lemenqsel rcerond te filtcren over een reef, 

vaarbi^ bij voorkeur de dr aa : r ichn ing van do roGrder 


2 Gda :ii g vo: dt qekczcn dat de susper^.s i. e in h^^t cont : urr. 
V a n d 9 r o 0 1: d G r orr.h o o q q e p orr.p word t . Ve r v o 1 g o n s k u n n e :i 
vaa r devol 1g roinponRn t on , b i voor bool d AMPl en FG , 
worden govonnen; b i v^'oo r beol d met behulp van pH-shift, 
^ De I es t or ende moeder 1 oog beva t s i echt s ve i ni q 
^ novGnproducten, en Ran dosqewenst vervolgons wordon 

qer ec i r cui ©en d . 

In het kader van deze uitvindi nq kunnoa de 
ver55chiilende component en in de vrije vorm of a Is 
10 zouten in het reakt i emengael aanvGzig zijn. Met de 

genoemde pH-waarde wordt steeds d© pH-waarde gemcten 
met een pK-el ek t r ode qeijkt bij kamer temper at uur 
bedoel d . 

De uitvindinq zal vorder vorden toegelicht 
lb a an de ha nd van de voor beel den , zonder evenwe i daa r t, no 
te woidon beperkt. 

A f kor t I r;aen : 

? 0 Ar^I . 3H.0 - amp i c il 1 ine t r ihydr aat 
6 - A P A 6 a m i n o p e n i c i 1 1 i n c z u u r 

FGA - D-f onylglycl neamido 

FG - D~f ony Igiyc ine 

AsGGmblasc'^"" is oon qe i mmob i 1 i seor de Escherichia roi : 
2b penicilline acylase uit E. coli ATCC 1105, zDals 
beschreven m WO- A- ^ / 1 4 C ^ 6 . De immob i 1 i sat i e is 
uitgevoerd als beschreven in LT-A-222462, vaarbi: 
go 1 a t i ne or: ch i t.OL^an a i s qel 1 er end agons en 
gl ut aara : dehydo a i s c r oss 1 inker z i j n qebrui k . 
. 3i) De uiteindeli: ke activite:t van de Escherichia coli 

penic i 11 mo acylaf^e voidt bepaald door de hoevoo 1 heid 
onz ym die aan de qea r : veer do bo' let oq is t ooqevoead 
en bedroeg 3 AS'J/g drooggevicht vaarbi: i hS'J 
[ Arnox 1 c : 11 1 no Synheso Uni t ) is gedcf miecr d a 1 s do 
."ir hoevooiheid enzym die per uur 1 q Amox ice i 1 1 i ne . 

gene roe It uit 6-APA en "PGiM (bii ZO^C; 6.5^ 6-APA on 


t , 5% HPGM ) 


\'' Q o r b i^ 'r 1 y I 

Beieidinq van FGA.I/2H2SO. oplossing, 
5 3C;. ,6 g FGA (2,CC r^ol) verd ges ;j s p^^ ndee r d m 

650 g vat:or bij T - 5^C. Ondei rooren werd in 1 uur 
:02,.l g 96% HpSO^ (1,00 mol ) toegedr iippold , waarbi") de 
temperatuur d.m.v. koelen op T < 25°C word qehoudgn. 

i 0 Vo orbGg^l d II 

SynthGse van AmpicillinG 

Eon enzymreactor (I,^ "1, diameter 11 cm), 
voorzien van ©en zoefbodem met 175 gaas, verd gevvild 
met 3 00 q net to-nat As aembl ase'" . 

lb Een aanmaakr enactor (1,2 1) weid gevxild met 

131,6 q 6-APA (0,600 mol), 30,2 g FGA (0,200 mol) on 
'100 ml vater (T lO^C). Dit mengael vord 15 ninuten 
qoroeid bij 'V - lO^C on veivolgens op t - 0 m.b.v. 100 
ml wator (T - lO'-C) in de on?, ymr (r>ac t or ovor qebi acht . 

20 Op t - 0 verd do i:oBLder in dG enzymroactoc 

aanqezct. . Gedurondo 2 63 minuton ward 42 3,7 g (0,800 
mol) FGA.;/2H;S04 opiossing met, constanto snolh^id 
toogGvopqd, waarbij d9 temporatuur op 10°C werd 
aohouden. De pH vas ca » 6,3. Vanaf t ■ 323 rr.inuten vord 

2 5 do pH op 6,3 qehowdc^r. d.m.v. itratie mot 6M H^SC. . 
Op t - 540 minutt^n vas do hceveoin^^id Ampicil^ine 
jT^ximaal en verd cie pli verlaaqd naar 5,6 d . m. . v . 
t oevooqen va n 6N H.SC^ . 
De en:^ ym: edc lot bev:ir. lo nu : 

30 575 numol AXPT (=96'^ ^,o.v. do ^.nqczGtte 

hcGVCClheid 6-APA ; 
15 mmol h-APA 
5 0 mmol FGA 
3 65 rjr.cl ^G 

35 De ccncont r a t 1 OS ti]dens dB reactie zi^n veergeqove:: m 
qraliek 1. 


9 - 


1 5 


Fon enz yrr r ecic t or :i,5 1, ciarrieter 1^ c:";* 
vouizion van oen zeefboderri mGt I"5 prp. gaar. , veid ::;«v\:^, d 
n;et 30Q q nertc^nat As sembl a sg^*" . 

Een aannaakieact or (1^2 1; werd gGvuld met 1 4 . i , 2 q 
(0,95 0 moj ) FGA in bOO n\i water bij 10 ^C. Bi] 10 worn 
ondor koelen in 15 min\.iten 131,6 q 6 -APA ( 0,600 mol ) in 
kleine portles tooqevoegd, torvijl do pH op 7,0 w^^rd 
gehoudr-n d . m . v . titr£itiG net 6N Il2S0^. In totaal vas er 
54,5 ml 6N U2SO4 nodig. Het mengsGl verd 15 minuten 
ggroerd bij T - lO^C en vervolgens op t ^ 0 m.b.v* 100 
ml water (T - 10°C) in de enzymreactor over gebr acht . 
Op t = 0 werd d© roerder in de enzymreactor aanqezet. 
D© pH werd cp '/ , 0 cjehouden d.m.v, til.ratie met 6N H.SO^ . 
Do t.ompei a t;:\ir werd op 1 0 C qehouden . Op t - 160 
minuten was de hoeveolheld Ampicillirie mayimaal en verd 
do pK verlaaqd naai 5,6 d.m.v, 6N H.SCa. In tot.aal was 
14'/, 6 mi 6N K.^SO^ toegevoegd aan de eazymi eac t or . Hot 
m.0 ng o ; was r e 1 a t i e f viscous © n m,o o 1 1 i j k i o e r b a a r . 
De enzymreactor bevatte nu : 

^51 mmol AiMPT (- 92% t.o.v. de inqczette 
hoeveelhoid 6--APA ) 
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De ccnconi 
g r d f r o k 2 . 


'30 mm: 


a r i o s 


iens de react ie 


veer qcqeve: 


\ 0 
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v:g-^vi;^o vcor d^: bf:;:eid:r;g van aT.picilline 
waar b i ;j 6 -ami nop en i c i 1 1 inezimr ( 6- APA ) vor dr. 
ondprwoipen ^an een en'^ymat: i .9Che a cy 1 g r 1 nq^i r eac t i e 
met behulp van een f enylgl yr, i nt^dei i variL waa:bij de 
t-Ctale croncentia:, le van in h©t react. ; emengsel 
aanvezige 6-APA plus ampicillinG qroter is dan 250 
myi, de concentratie 6-APA in oplossinq iaqer dan 
330 mM vordr. qehouden en de tooqepa^^t© mtolaire 
verhouding acyler ingsmi ddel tot 6-APA kleinor is 
dan 2,5. 

Werkvi]Z9 volgens conclu.qie 1, vaarin de 
concentratle van in het r eac t iemengsGl aanvezige 
6-APA plus ampicilling qroter is dan 300 mJ<. 
Werkvi^ze volgenn conclusio 1 of 2 , waarin de 
concentralie van 6-APA in oplo.ssing lager vordt 
geho\;dori dan ZbO rvd^.. 

Weikvl-]ZB volgons een der conclusicG 1-3, vaarin 

de mo] a. re verhouding totaai tooqopaGt 

acyior .ngsmiddol tot 6-APA kleinor is dan 2,0. 

Vorkvi-zo volqens con der conclusies 1-4, net hot 

kGnm.erk, dat hot 6 APA gndeelteli^k wordt 

aedor>cyrd in do loop van de en?, yma 1 1 s c ho 

a c y 1 o c 1 ng 55 r o a 0 1 i e . 

Wcrkvij.zo volgens een der oonclusios 1-5, mot het 
dat hot f enylqlycineder ivaat qedeeltn: : ik 
p van de enzymatische ac y 1 e r L nqy r eac t. i o 
vo dt codoseer d . 

Workvi^zo volgens conclusio 6, mot het konmor:";, 
dat. het f enyl qlycinedor ivaat wcrdt gedcsooro als 
con rout van H- f ony 1 g 1 yc i noam i do nn een .:uu:. 
Werkwi-ze volgens; conclnsie 7, met hot: kenmerk, 
dat het fenylglycineder ivaat vordt godoseerd in de 
vorm van een oplossinq van D-f eny Igl yc : neami - 
do . 1 /2H:,304 in water. 


1 1 - 


WorKviizo ycigens con dor ccr.clu5^ :.gs t3 3, T.et. het 

Aor:^. vi-r:e volg^nr. eeri der co::clusies r-.et. hot 

konmerk, da+. do pll van net i eact, i enr.enQSGl vordt 
vorlaagd zodra naqonoeg de maximcile convorsie in 
b G r o i k t 

Weikvi^-e volqens een der conclusios I 10, mot. het 
keruTiGrk, dat, de temper atuur van het. r ea c t iemonqse I 
vordt vorlaagd zodra nagenoog de maxiraalo 
ccnvors^e is boreikt. 

WeLkwijze voor de fcereidinq van an\pici]line zoals 
beschreven en toegelichl aan de hand van de 
vooibeeldon. 




